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Beschreibung 

Die Expression von Antikorpern m Hefe wurde beschrieben (C.R. Wood. M.A. Boss. J.H. Kenten. J.E. 
Calvert. N.A. Roberts and J.S. Emtage. Nature 314. 446 0985)), aber nur em sehr klemer Anteil des 
5 expnmierten Proteins erwies sich als funktionell. In E. coli konnten bisher Antikdrper-Proteme nur in 
denaturieder Form erhalten werden (M.A. Boss. J.H. Kenten. C.R. Wood and J.S. Emtage. Nucleic Acids 
Res. 12. 3791 (1984); S. Cabilly. A.D. Riggs. H. Pande. J.E. Shively. W. E. Holmes. M. Rey. L J. Perry R. 
Wetzel and H.L; Heyneker. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81. 3273 (1984)). Gene. 1984. 27. S.315-322 
beschreibt die Expression und Sekretion einer teichten Kappa-Kette (L-321) einer Haus MyelomazeHe in E. 
io coli: Die Reinigung aktiver Antikorper Oder Antikdrperfragmente aus Hefe Oder anderen Mikroorganismen ist 
noch nicht bekannt. Proteinfaltungsversuche haben bisher nur zu einem geringen Prozentsatz richttg 
gefalteter rekombinanter Antikorper Proteine gefuhrt AuQerdem ist es schwterig. die gewiinschten funktio- 
nellen Proteine von unemijnschten und nicht funktionellen Proteinen abzutrennen, was die genaue Messung 
von Bindungskonstanten, Ausbeuten bei der Faltung. spektralen Eigenschaften und dergleichen und die 
is Anwendung in Therapie und Technik erschwert. Die Optimierung der Faltungsbedingungen ist deshaib 
auBerordentlich schwierig. zumal es keine bewahrten Verfahren und MeGmethoden fur die Ruckfaltung gibt. 

Die Expression funktionaler kompletter Antikorper Oder funktioneller Bindungsdomanen von Antikcrpern 
m bakterielien Expressionssystemen ist b*sher nicht bekannt und die Aussichten zu ihrer Verwirkhcnung 
warden pessimistisch beurteiit (S.L. Momson. Science 229. 1202 (1985). M.A. Boss and C R. Wood. 
20 Immunol. Today 6. 12 (1985)). 

Em solches System ware sehr wunschensweh, da die gentechmschen Verfahren insbesondere fur E. 
coli gut ausgearbeitet smd und aufgrund des schnellen Wachstums die Massenproduktion erleichtan ist. 
was dkonomisch von erheblicher Bedeutung ist. 

Die Erfindung bezieht sich deshaib auf die HersteMung von funktionsfahigen Antikcrpen. deren funktio- 
25 nelle Fragmente Oder von funktionellen Fusionsproteinen aus Antikorperdomanen und anderen Protemen in 
Bakterien. vorzugsweise Gram-negativen Bakterien. insbesondere in E. coli. Das erfindungsgemaGe Verfah¬ 
ren ist dadurch gekennzeichnet, dafl man die Gene fur die Schwere und leichte Kette des Antikorpermole- 
kijls Oder -fragments je an eine Signalsequenz koppelt. die den Transport der Polypeptidketten durch d»e 
cytoplasmatische Membran bewirkt und abgespalten werden kann. die Genstrukturen zur Expression bringt 
30 und das funktionelle Protein aus dem penplasmatischen Raum Oder dem Medium isoliert. Bevorzugte 
Ausgestaltungen dieser Erfindung werden im folgenden naher erlautert bzw. in den Patentansprijchen 
definiert. 

Die Koppelung der Gene fur die einzelnen mit Signal-Sequenzen versehen Ketten erfotgt vorteilhaft m 
' der Art emes reguherbaren Operon-Systems. das die gleichzeitige Expression durch erne gememsame 
35 Steuerungsregion bewirkt. Auf diese Weise werden die einzelnen Proteinketten im angenahert stochiometri- 
schen VerhSitnis gememsam expnmiert und m den penplasmatischen Raum transported. wo die Verbm- 
dung 2 um funktionellen Molekul erfoigt. Der Transport von Proteinen aus dem Cytoplasma erfoigt nach an 
sich bekannten Methoden. wie sie beispieisweise in der EP-B 0 006 694 beschrieben sind. 

Als Steuerungsregion kommt jede geeignete reguherbare Genregulationsregion in Betracht. beispteis* 
40 weise lac. tac trp Oder synthetische Sequenzen. Besonders bevorzugt smd Regulationsregionen. die 
zuverlassig abschaltbar sind. 

Die Isolierung der Proteine aus dem penplasmatischen Raum erfoigt vorteilhaft dadurch. daS man auf 
die abgeernteten Zeilen einen milden osmotischen Schock ausubt und die hierbei erhaitene flussige Phase 
durch Ultrafiltration Oder Fallung. beispieisweise mit Salzen wie Ammoniumsulfat, aufkonzentriert. 

45 Ein "milder" osmotischer Schock bewirkt das Austreten des Periplasmas. wobei aber die cytoplasmati- 
sche Membran intakt bleibt. 

Das Proteinkonzentrat wird zweckmaflig nach einer Dialyse auf ein Adsorbens. vorteilhaft in Form einer 
Affinitatssaule, gegeben. das mit dem entsprechenden Antigen Oder Hapten beladen ist. Durch geeignete 
Elution, vorteilhaft mit dem Antigen Oder Hapten, erhalt man dann den Antikorper bzw. das funktionelle 
so Antikorperfragment. 

In der eukaryotischen Zelle werden Antikorper im Lumen des endoplasmatischen Retikulums - wahr- 
scheinlich unter Mitwirkung von Disulfid-lsomerasen. Prolin-cis-trans-lsomerasen und moghcherweise weite- 
ren Enzymen Oder Proteinen- gebildet. Es war uberraschend. daG auch die Bakterienzeile in der Lage ist. 
die beiden Ketten in der etwa gleichen stochiometrischen Menge herzustellen, beide Voriauferproteine m 
55 den periplasmatischen Raum Oder das sie umgebende Medium zu transportieren. die Signalsequenzen 
korrekt abzuspalten. die globularen und loslichen Domanen korrekt zu falten, die intramoiekularen Disulfid- 
bindungen zu bilden und beide Ketten zu einem Heterodimer zu assoziieren. da es als unwahrschemhch 
gilt. daG die Bakterienzeile uber solche Oder gleichwirkende Enzyme verfugt. Es zeigte sich also uberra- 
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schenderweise. dafl im Faile Gram-negative* Baktenen das baktenelle Penplasma aem Lumen ces takaryc- 
tischen endoplasmatischen Retikulums in dieser Beziehung funkttonell equivalent ist. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren hat erne Reihe von Vorteilen; Abgesehen von der schon erwahmen 
leichten und billigen bakterietten Massenfermentation warden unmitteibar funktionelie Proteine gebiidet 
5 wodurch also die Spattung von Fusionsproteinen mit nachfofgender Isolierung des gewunschten Protems 
Oder Protein-Fragments, dessen Oxidation Oder in-vitro-Ruckfaltung vermteden werden. 

Beim erfindungsgemaflen Verfahren wurden auch keine Probleme mit zeilularen Proteasen festgesteiit. 
Bekanntlich warden ja wegen dieser zeilularen Proteasen Proteine in Baktenen Oblicherweise in der Form 
von Fusionsproteinen, insbesondere als uniosliche Einschiuflkorper. exprimiert. was aber die genannten 
io aufwendigen Weiterverarbeitungsschritte mit sich bringt. Demgegenuber ist die Abtrennung und Reinigung 
bis zur Homogenitat beim erfindungsgemaOen Verfahren schnell und einfach. 

Die Erfindung ertaubt also einen leichten Zugang zu Antikorpern, ihren funktionelten Fragmenten und 
abgewandelten Antikorpern. die sich durch Einfugung, Eliminierung und Oder Austausch von Aminosauren 
von den nativen Anti kdr pern unterscheiden. So kann man beispielsweise Cysteine eliminieren Oder durch 
is andere Aminosauren ersetzeh. urn eine unerwunschte Faltung zu unterdrucken. Genauso kann man einen 
murinen Antikorper in einen humanen iiberfuhren. Oder andere Mutationen emfuhren. Neben den pharmako- 
logischen und technischen Anwendungsmcglichkeiten besteht somit em erleichteter Zugang zur Erfor- 
schung der Antikorperstruktur und -funktion und der Grundlagen der enzymatischen Katalyse (V, Raso arc 
B.D. Stollor. Biochemistry 14. 584 (1975); V. Raso and B.D. Stoilar. Biochemistry 14. 591 0975). A 
20 Tramontano. K.D. Janda and R.A Lerner. Science 234. 1566 (1986): S.J. Pollack. J.W. Jacobs and PG 
Schultz. Science 234. 1570 (1986): J. Jacobs. P.G. Schultz. R. Sugasawara and M. Powell. J. Am Chem 
Soc. 109. 2174 (1987)). 

Die Erfindung eriaubt weiterhin die Anwendung von Testsystemen (Assays) unmitteibar auf die bakte* 
rtelle Zelle. in der der funktionelie Antikorper gebildet wird. und danrm erne schnelle Untersuchung auf 
25 gegebenenfaiis mutierte Antikorper. 

Neben den genannten Vanationen des Antikorpermolekuls durch Variation emzelner Oder wemger 
Aminosauren konnen m das Antikorper-Gen auch andere Genregionen eingefugt Oder Teite gegen unknti- 
sche Genregionen ausgetauscht werden. Man kann so Markierungsenzyme (M.S. Neuberger. G.T. Williams 
and R.O. Fox. Nature 312. 604 (1984)), Toxine (G. Moiler (ed.) "Antibody carriers of drugs and toxins in 
30 tumor therapy". Immunol. Rev. 62. Munksgaard. Copenhagen (1982)) Oder Immunglobulin-Regionen einer 
anderen Klasse (M.S. Neuberger, G.T. Williams. E.B. Mitchell. S S. Jouhal. J.G. Flanagan, and T.H. 
Rabbitts. Nature 314. 268 (1985)) Oder emer anderen Species (P.T. Jones. P.H. Dear. J. Foote. M.S 
Neuberger. and G. Winter, Nature 321, 522 (1986)) an das Antikorpermolekul koppeln. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird im foigenden am Beispiel der variablen Domanen des Phosphc- 
35 rylcholm-bindenden Antikorper-Myelom-Proteins McPC603 erlauten. Die dreidimenstonale Struktur dieses 
Mause-lmmunglobulin A ist bekannt (D.M. Segal. E. A. Padian. G.H. Cohen. S. Rudikoff. M. Potter and D.R 
Davies. Proc. Natl. Acad. Sci. 71. 4298 (i974)). Eingesetzt wurden synthetische Gene fur die variable 
leichte Kette V L und schwere Kette V„. Solche synthetischen Gene sind in der deutschen Offeniegungs- 
schrift 37 15 033 bzw. der EP-A 0 290 005 und der AU-A 15631 88 (dort Tabellen 1 uno 2) vorgeschiagen 
40 Eine besonders zweckmaflige Ausgestaltung solcher synthetischen Gene ze»gt die Tabetie. in der die DNA- 
Sequenz des gesamten Expressionsplasmids wiedergegeben ist und die Gene fur die beiden Ketten durch 
die Aminosaurenangabe hervorgehoben smd. Bei der Konstruktion dieser DNA-Sequen 2 en wurden Kodons 
vermieden, die von E. coli selten verwendet werden. Weiterhin wurden singulare Restriktionsenzym- 
Schnittstellen eingebaut und auf die Sekundarstruktur der RNA Ruckstcht genommen. 

45 Bei dem als Modell dienenden funktionelien Antikorper-Fragment hat jede Domane eine mtramolekulare 
Disulfidbrucke (von Cys 23 zu Cys 94 in V L und von Cys 22 zu Cys 98 in V H ). Es existiert keine 
Disulfidbrucke zwischen den Ketten und auch keine freies Cystein. 


so 
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Der emgeseute Express.onsvektor pASK 22 ist schematised m der foigenden Forme- 
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wiedergegeben. In ihr sind d-e synthet.schen Gene fur die V t - und die V M -Domanen an Genfragmente fur 
d-e bakterielle S-gnalsequenz des AuBeren Membranproteins A (ompA) einerseits und der Alkalischen 
30 Phosphatase (phoA) andererseits gekoppelt. Die Gene fur die beiden Vorlauferproteine sind -n e.ner 
kunsthchen Operon-artigen Struktur hmter dem lac-Promotor angeordnet. wodurch d-e gle-chze-t-ge Induk- 
t-on. Koexpression und Kosekretion be-der Gene gewahrie-stet sind 

Nach der Induktion der Genexpression werden die Zeilen geerntet und emem milden osmotischen 
Schock ausgesetzt. Die hierbei erhaitene Flijssigphase. die die periplasmatischen Proteine enthait. wird 
35 durch Ultrafiltration konzentriert, dialysiert uno direkt auf erne Affimtatssaule aufgetragen. die em Phospho- 
ryichohndenvat (B. Chesebro and H. Metzger. Biochemistry ii. 766 (1972)) als Affimtatsliganden enthait. 
Durch Elution mit Phosphorylcholin erhalt man ein homogenes FyFragment. das gelelektrophoretisch 
emheitlich ist. Aus dem SDS-Polyacrylamidgel laSt sich abieiten. daB beide Kenen des geremigten Fy 
Fragments in emem Molverhaitms von i i vorhanden sino und die erwarteten Moigewichte oer reifen 
40 Proteine (V M :i3600 D. V t : 12400 D) vorliegen. Zum Nachweis der korrekten Abspaltung beider Signalse- 
quenzen wurden die sechs N-terminalen Aminosauren beider Ketten sequenziert. Es ergab sich. daS beide 
Ketten die korrekten N-Termini fur die reifen Proteine aufwiesen. Es wurden also beide heterologen 
Praproteme durch die bakterielle Signaipepndase richtig gespalten und es ist kein Anhaltspunkt erkennbar. 
daB eine unprazise Prozessierung Oder eine N-terminale Abbaureaktion erfolgte. 

45 Die AHimtatskonstante des rekombinanten FyFragments von McPC603 wurde durch Gleichgewichtsdia- 
lyse gemessen. Hierbei wurden die gleichen Bedingungen verwendet. die bei der Bestimmung der 
Affinitatskonstante des nativen Antikorpers McP603. isoliert aus Maus-Aszites. angewandt wurden. Der fur 
das FyFragment gefundene Wert von 1.21 t 0.06 x 10 5 M-’ ist innerhalb der Experimentiergenauigkeit 
identisch mit dem fur den nativen Antikorper berichteten Wert 1.6 s 0.4 x 10 s M - ’. Die Bindungskurve nach 
so Scatchard (Ann. N. Y. Acad. Sci. 51. 660 (1949)) ist linear und die Extrapolation zeigt an, daB annahernd i 
Mol Hapten pro Mol Fy-Fragment gebunden sind. Hierdurch wird bestatigt. daB es nur eine Art von 
Bmdungsstellen pro FyFragment gibt und daB in dem isolierten Protein keine inaktiven Bestandteile 
vorhanden sind. 

Es hat sich also iiberraschenderweise gezeigt. dafl man das Fy-Fragment des Antikorpers McPC603 als 
55 vollig funktionelles und stabiles Protein in E. coli hersteiien kann. Hierdurch wird die funktioneile Aquivalenz 
des Transports in das Periplasma der Bakterienzelle 2 um Transport in das Lumen des endoplasmatischen 
Retikulums der eukaryotischen Zelle bewiesen. Diese Aquivalenz ist unbekannt und auch unvermutet. da 
das bisher am besten charakterisierte bakterielle Protein, das als losliches heterodimeres Protein im 
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Periplasma defmiert werden konnte. die E. coli-Penicillm-Acylase. aurch proteolyiische Prozessierung aus 
emem emzelkettigen Vorlaufer im Periplasma entsteht (G. Schumacher. D. Sizmann. H. Hang. P Buckei 
and A. Bock. Nucleic Acids Res. 14. 5713 (1986)). AuBerdem wurde bereits darauf hingewiesen. daB nach 
derzeittger Kenntnis Bakterien keine Enzyme Oder Proteine besitzen. die in Eukaryonten an der Faltung 
s beteiligt sein konnten. 

Uberraschend war auch. daB das FyFragment von McPC603 im wesentlichen die gleiche Affimtatskon- 
stante fur Phosphorylcholin hat wie der intakte Antikorper McPC603 selbst Dieser Befund ist unerwartet, da 
die Funktionalitat von FyFragmenten in der Uteratur umstritten ist (J. Sen and S. Beychok. Proteins 1. 256 
(1986)). Hierdurch zeigt sich. dafl eine Modifikation Oder sogar komplette Deletion der konstanten Domanen 
w die Funktionalitat erhalten kann. 

Im Gegensatz zu der bisher einzigen Methode zur Herstellung von FyFragmenten. namlich durch 
Proteolyse eines Antikorpers. ergeben sich beim erfindungsgemaBen Verfahren keine Probleme mit nicht- 
funktionellen. nicht korrekt gefalteten, nicht korrekt reassoziierten Oder chemisch modifizierten Proteinen. Im 
ubrigen eignet sich das bevorzugte Isolierungsverfahren mit Hilte eines Antigen-oder Hapten-beladenen 
is Adsorbens auch dazu. solche nach bekannten Verfahren erhaltenen FyFragmente zu reinigen. da solche 
Verunretnigungen entweder nicht gebunden Oder nicht eluiert wurden. 

Beispiel 1: Herstellung des Plasmids pASK22: 

20 Das Expressionsplasmid pASK22 wird aus dem groGen EcoRI-Hindlll-Fragment von pUCi2 (C. Yantsch- 
Perron. J. Vieira, and J. Messing. Gene 33. 103 (1985)), aus Fragmenten der Vektoren pIN 111-OmpAi (Y. 
Masui. J. Coleman and M. Inouye in ’'Experimental manipulation of gene expression". M, Inouye. ed.. 
Academic Press 1983) und pHI6i (H. Inouye. W. Barnes and J Beckwith. J. Bacterioi. 149. 434 (1982)) 
sowie verschiedenen synthetischen DNA-Fragmenten in mehreren Stufen mit Hiffe von an sich bekannten 
25 Methoden (T. Maniatis. E. F. Fritsch and J. Sambrook. Molecular Cloning. Cold Spring Harbor 1982) 
konstruiert. Die vollstSndige DNA-Sequenz des so erhaltenen Vektors pASK22 ist in der Tabelie dargestellt. 

Mit dem Ligationsgemisch werden kompetente E. coli*Zellen transformiert und auf Ampicillmresistenz 
selektiert. Die Plasmide mit der gewunschten Genstruktur werden durch Restnktionsanalyse sowie Sequen- 
zierung der kritischen Ubergange charaktensiert 
JO 

Beispiel 2: Herstellung des F v -Fragments 

Eine Kultur des mit pASK22 transformierten E. coii-Stammes W3H0 wird in LB-Medium mit 100 mg I 
Ampicillm bis zu elner OD^so von 0.5 gezuchtet. Durch Zugabe von IPTG bis zu emer Endkonzentration von 
35 imM wird die Expression indu2iert. Nach 45 Minuten werden die Zeiien durch Zentnfugieren bei 4000 g (10 
Minuten bei 4*C) geerntet. Durch Resuspendieren des ZeMpeliets m TES-Puffer (0.2 M Tris*HCl. pH 8.0: 
0.5 mM EDTA: 0,5 M Saccharose) in 10 ml I der ursprunglichen Kultur wird eine ZeMfraktionierung 
vorgenommen. Die Zeiien werden durch Zugabe von 15 ml I der ursprunglichen Kultur TES-Puffer, der 1:4 
mit Wasser verdunnt ist und 2 mM Phosphorylcholin enthalt. einem milden osmotischen Schock ausgesetzt. 
40 Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wird die Suspension 10 Minuten bei 5000 g zentrifugiert und der 
Uberstand erneut 15 Minuten bei 48 000 g zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand, der alle loslichen 
periplasmatischen Proteine enthalt. wird durch Ultrafiltration ( <R *AMICON YM5 Membran) auf ein Volumen 
von etwa 2.5 ml/I der ursprunglichen Kultur konzentriert und gegen BBS-Puffer (0.2 M Borat NaOH. pH 8.0: 
0.16 M NaCI) dialysiert. Diese konzentrierte Losung wird auf eine mit einem Phosphorylcholin-Derivat (B. 
45 Chesebro and H. Metzger, a. a. O.) beladene Affinitatssaute gegeben (1-4 ml Losung pro ml Bettvolumen), 
mit BBS-Puffer gewaschen und das reine Fv-Fragment mit einer Losung von 1 mM Phosphorylcholin in 
BBS-Puffer eluiert. 

Beispiel 3: Gleichgewichtsdialyse 

50 

In eine Dialysierkammer mit jeweils 100 ul Volumen auf jeder Seite der Membran wurden auf eine Seite 
50 ul gereinigtes Fy-Fragment in BBS-Puffer und auf die andere Seite eine Losung von 50 ul Phosphoryi- 
(methyl« M C) Cholin (50 mCi/mMol) in BBS-Puffer gefullt. Aus der ODjcs von 6.85 wurde fur das Fy 
Fragment eine Konzentration von 0.22 mg ml ermittelt (R.K. Scopes. Protein Purification-Principles and 
55 Practice. Springer-Verlag. New York. 1982. S. 241). Nach einer Gleichgewichtseinstellung von 22 Stunden 
bei Raumtemperatur wurden 20 ul-Proben jeder Losung in einem S 2 intillationszahler (Beckman LS 1801) 
gemessen und die Daten nach Scatchard (a.a.O.) aufgetragen. Aus der Steigung der erhaltenen Linie ergibt 
sich eine Affinitatskonstante von K a = 1,21 r 0.06 x 10 s M“\ 
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ON A - Seauenj von pA$K?2 Bit 
von o®pA-V ond phgA.V 
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Aaincsaure-Secuenzers 


1 ?fffff^3^®f AAACCG ^ CTCTCCCCGCG CCTTGCCCGATTCATTAATGCACCTGGCA 
CGCGGGTTATGCGTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGT ^ 

61 f^f^^33If5f GACTCG ^ AACCGGCCAGTCACCCCAACGCAATTAAT G T G AGTrAGCT 

GCTGTCCAAAGGGCTGACCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGA 12 ° 


121 


CACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGCCTCGTATGTTGTGTGGXAT 

GTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCA7ACAACACACCTTA 


1B1 If “*J^^ ATTT ^ ACACAGGAAACAGCTATCA CCATGATTACGAArrTCTAGA 

ACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCTTAAAGATCT ^ * ° 


TAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGG7TTC 
ATTGCTCCCGTTmTACTTTTTCTGTCGATAGCGCTAACGTCACCGTGACCGACCAAAG 
MatLyaLyaThrAlallaAlallaAlaValAlaLauAlaGlyPhe - 
301 G "^ CGTA f GGAGG CCGAACTTAAACTC G TAGAGTC TG GTGGTGGTCTCGTACAGCCG 
CGATGGCATCGCGTCCGGCTTCAATTTGACCATCTCAGACCACCACCAGACCATGTCGGC 
AlaThrValAlaGlnAlaGluValLyaLauValGluSarGlyGlyGlyLauValGlnPro - 
361 CCTGCGTCTGTCTTGCGCTACCTCAGGT7TCACCTTCTCTGACTTCTACATG 

CCACCTAGGGACGCAGACAGAACGCGATGGAGTCCAAAGTGGAAGAGACTGAAGATGTAC 
GlyGlySarLauArgLeuSarCyiAlaThrSarGlyPheThrPheSerAapPhaTyrMet - 
gagtgggtacgtcagcccccgggtaaacgtctcgagtggatcgcagctagccgtaacaaa 

CTCACCCATGCAGTCGGGGGCCCATTTGCAGAGCTCACCTAGCGTCGATCGGCATTGTTT 

GluTrpValArgGlnProProGlyLyaArgLauGluTrpIleAlaAlaSarArgAanLya - 

CGTAACAAGTATACCACCGAATACAGCGCTTCTGTTAAAGGTCGTTTCATCGTTTCTCGT 

4B1 . ... . . . ...^ 

CCATTGTTCATATGGTGGCTTATGTCGCGAAGACAATTTCCAGCAAAGTAGCAAAGAGCA 
GlyAanLyaTyrThrthrGluTyrSerAlaSarValLyaClyArgPhellaValSarArg - 
GACACTAGTCAATCGATCCTGTACCTGCAGATGAATGCATTGCGTGCTGAAGACACCGCT 

500 

CTGTGATCAGTTAGCTAGGACATGGACGTCTACTTACGTAACGCACGACTTCTGTGGCGA 
AapThrSerGlnSerlleLeuTyrteuGlnMetAsnAlaLauArgAlaGluAapThrAla - 




6 01 -If 1*33*5 J5f “ TACTTCGACGTTTGGCCTGCA 

TAOATGATGACGCGCGCATTGATGATACCGTCGrGAACCATGAAGCTCCAAACCCCACGT 6 6 C 
XleTyrTyrCy«AlftArgA.nTyrTyrClyS.rThrTrpTyrPheA.pValTrpGlyAla - 

CCATGGTGGCAATGGCAAAGAAGAACTATTGTACCTCTTTTATTTCACTTTGTTTCGTGA ? 2 ° 
GlyThrThrValThrValS.rS.rEnd K.tLy.ClnS.rThr - 

721 ^^^^^ctcttaccgttactgtttacccgtgtgacaaaagccgatatcgttatg 
iaacgtcaccctgagaatggcaatgacaaatggggacactgttttcggctatagcaatac 780 
Il.AlaL.uAlaL.uL.uProL.uL.uPh.ThrProValThrLy.AlaA.pl l.ValMet - 

781 *ff"fI5I^^°5!5!5^3f^^3f^<^TCAACGTCrrACCATCTCTTGCAAA 

TGGGTCAGAGGCTCGAGAGACAGACATAGACGTCCACTTGCACAATGGTACAGAACGTtT 8 4 0 
ThrGlnS.rProS.rS«rL.uS«rVals.rAlaGlyGluArgValThrMetSerCyBLys - 
841 If 335 35^5 J5I3355 TSAACTCTGGTAACCAGAAAAACTTCCTGGCGTGGTATCAGCAA 
AGAAGAGTCAGAGACGACTTGAGACCATTGGTCTTTTTGAAGGACCGCACCATAG7CGTT 9 ° ° 
SerS«rGlnSerL.uL.uA.nSerGlyA.nGlnLy.A.nPheLeuAlaTrpTyrGlnGln - 

9 o i ~35535353^5555553^53!53 gat 3 tacggtgcg 3 cgacccgtgaatctgg tgtt 
ttcggaccggttggcggctttgacgactagatgccacgcagctgggcacttagaccacaa 96 ° 

LysProGlyGlnProProLy«LeuL.uIl.TyrGlyAlaS.rThrArgGluSerGIyVal . 

9 61 f 5 5335 3 5? 333555335 ? J A f C GACTTCACTCTCACCATCTCTTCTCTA 

cgcctggcaaaatggccatcgccatcgccatggctgaagtgagactggtagagaagacat 1020 
ProA.pArgPh.ThrGlySerGlyS.rGlyThrAapPh«ThrL.uThrn.SerSerVal - 
1021 55555!55535!53555 35 'rcTCAAAACGACCACTCTTACCCGCTGACCTTT 

gtccgacttctagaccgacaaatgatgacagttttgctggtgagaatgggcgactggaaa 1080 
GlnAlaGluA.pL.uAlaV«lTyrTyrCy.GlnABaA.pHl.S.rTyrProL.uThrPhe - 

1081 5555555553555555!5555535555553 GCTOATAA 3 CT raCACra;CCGTCG7TT 
CCGCGGCCGTGGTTTGACCTTGACrPCGCGCGAACTATTCGAACCGTGACCGGCAGCAAA * *'* ° 
Cl yAl a C1 yThrLy • L«uC 1 txL« uLy ■ Ar g A1 a En d 

1141 355555535335553555555555335553335555555J^' A " A ^^^ , ^' GGAlGGAGA ^ G 

ATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGGTTGAATTAGCGGAACGTCGTGTAG l2 °° 

1201 5555333553555535555 j5535555555*“ cccgca 3 cgatcgcccttcccaacagt 

GGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGGGCGTGGCTAGCGGGAAGGGrTGTCA 12$ '° 
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, . ., TC CGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCClTAeGCATCTGTGCG 

12o 1 -♦-- ---_* 1320 

ACGCGTCGGACTTACCGCTTACCGCGGACTACGCCATAAAAGAGGAATGCGTAGACACGC 

* 1321 f3^n35^ CCG ^ TATC $ TGCACTCTCASTACAATCTCCTCT C ATCCCCCATACTTAA 

CATAAAGTGTGGCGTATACCACGTGAGAGTCATGTTAGACGAGACTACGGCGTATCAATT 138 ° 

GCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACCC0CCCTGACGGGCTTGTCT 6 CT C CCGG 

JO 1381 1440 

CGGTCGGGCCTGTGGGCGGTTGTGGGCGACTGCGCGGGACTGCCCGAACAGACGACGGCC 

14 CATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCAC 

JS GTAGGCGAATGTCTGTTCGACACTGGCAGAGGCCCTCGACGTACACAGTCTCCAAAAGTG 1500 

, CGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTA 

1501 --♦--------- 1«60 

GCAGTAGTGGCTTTGCGCGCTCTGCTTTCCCGGAGCACTATGCGGAIAAAAATATCCAAT 

20 

x 5 g ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGCTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCG 

TACAGTACTATTATTACCAAAGAATCTGCAGTCCACCGTGAAAAGCCCCTTTACACGCGC 18 2 ° 

25 .... CAACCCCTATTTGTT1ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAAT 

16 21-- * -+-♦--* Jggg 

CTTGGGGATAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATAGATAGGCGAGTACTCTGTTA 

_ AACCCTGATAAATG CTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTC C 

-o 1681 ............♦ 1740 

TTGGGACTATTTACGAAGTTATTATAACTTTTTCCTTCTCATACTCATAAGTTGTAAAGG 

GTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAA 

1741 --- —♦ -—--♦-------—lego 

CACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACAAAAACGAGTGGG7CTTT 

3$ 

, CGCTGG7GAAAGTAAAAGA7GC7GAAGA7CAG77GGG7GCACGAG7GGC7TACATCGAAC 
1 B01--- * -♦-♦-*-+ ie60 

GCGACCACTTTCATTTTCTACGACTTCTAGTCAACCCACGTGCTCACCCAATCTAGCTTG 

*0 

TOGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTrTCOCCCCGAAGAACCTTTTCCAATGA 

1861 __♦ J 92 O 

ACCTAGAGTTGTCGCCATTCTAGGAACTCTCAAAAGCGGGG C TTCTT G CAAAAGGTTACT 

<5 ,o-, tgagcacttttaaagttctcctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccggccaag 

1521 -.4..__* 1980 

ACTCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCCATAATAGGGCATAACTGCGGCCCGTTC 


AGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCA 


1981 -- 


TCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATAAGAGTCTTACTGAACCAACTCATGAGTGGTCAGT 


♦ 2040 


O 
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CXGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTCCCATAACCA 

2041 __♦_--♦ ----♦--*-* 2100 

CTCTTTTCGTAGAATGCCTACCGTACTGTCATTCTCTTAATACGTCACGACGGTA7TGGT 

s 

TGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAA 

2101 __________* 2160 

ACTCACTATTGTGACGCCGGTTGAATGAAGACTGTTGCTAGCCTCCTGGCTTCCTCGATT 

to CCG C 1TTTTT G CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGC 

2161_____________ 2220 

GGCGAAAAAACGTGTTGTACCCCCTAGTACATTGAGCGGAACTAGCAACCCTTGGCCTCG 

TGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAA 

.. 2221 -----♦-♦------2280 

ACTTACTTCGGTATGGTTTGCTGCTCGCACTGTGGTGCTACGGACATCGTTACCGTTG7T 

CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG 

2281 -_ _ —----—-♦—--* 2340 

GCAACGCGTTTGATAATTGACCGCTTGATGAATGAGATCGAAGGGCCGTTGTTAATTATC 

20 

ACTGGATGGAGGCGGATAAACTTGCAGCACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCT 

2341 _♦___*_*- * - + 24 00 

TGACCTACCTCCGCCTATTTCAACGTCCTGGTGAAGACGCGAGCCGGGAAGGCCGACCGA 

25 

GGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCAC 

2401 -_____*——-♦---♦—--— + 2460 

CCAAATAACGACTATTTAGACCTCGGCCACTCGCACCCAGAGCGCCATAGTAACGTCGTG 

tggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaa 
30 2461 _♦......♦-.. 2520 

ACCCCGGTCTACCATTCGGGAGGGCATAGCATCAATAGATGTGCTGCCCCTCAGTCCGTT 

CTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGT 

2521 ____--+--—♦---♦---- + 2580 

35 gatacctacttgctttatctgtctagcgactctatccacggagtgactaattcgtaacca 

AACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAAT 

2581 __ * __--♦- —-— — - -- 2640 

TTGACAGTCTGGTTCAAATGAGTATATATGAAATCTAACTAAATTTTGAAGTAAAAATTA 

40 

ttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatcicatgaccaaaatcccttaacgtg 
2641 -♦ 2700 

AATTTTCCTAGATCCACTTCTAGGAAAAACTATTAGAGTACTGGTTTTAGGGAATTGCAC 

45 agttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatc 

2701 ---♦ 2760 

tcaaaagcaaggtgactcgcagtctggggcatcttttctagtttc ctagaagaactctag 


ctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtgg 

2761 _______ — ---- 2820 

gaaaaaaagacgcgcattagacgacgaacgtttgtttttttggtggcgatggtcgccacc 


10 
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2821 ^ , ^tttccc g catcaa g ag ct a cc aa ctc ttttt cc gaagg t aactggcttcagcagag 

AAACAAACGGCCTAGTTCTCGATGGTTGAGAAAAAGGCTTCCATTGACCGAAGTCGTCTC 288 ° 

s 

2881 f f 5^3^ CTGT J CTTCrAGTGTAG CCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACT 

GCGTCTATGGTTTATGACAGGAAGATCACATCGGGATCAATCCGGTGGTGAAGTTCTTGA 2940 

2941 f^3 AG ^ GGGCCTACATA CCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTG 

GACATCGTGGCGGATGTATGGAGCGAGACGATTAGGACAATGGTCACCGACGACGGTCAC 3 °°° 

>5 3001 -----^^I+ GTCTCTTXC * GGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGC 

CGCTATTCAGCACAGAATGGCCCAACCTGAGTTCTGCTATCAATGGCCTATTCCGCGTCG 3 ° 6 ° 

3061 T 5 AACGGCGGG J TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCCAA CGACCTACACCG 

20 CCAGCCCGACTTGCCCCCCAAGCACGTGTGTCGGGTCGAACCTCGCTTGCTGGATGTGGC 

3121 ^ T ^ GATACCTACAGCGTGAG CTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGG 
}5 TTGA CTCTATGGATGTCGCACTCGATACTCTTTCGCGGTGCGAAGGGCTTCCCTCTTTCC 

3’ 81 5ff^5^f GT ^ TCCGGTAAGGGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCAGGAGGGAG CTTCCAG 

GCCTGTCCATAGGCCATTCGCCGTCCCAGCCTTGTCCTCTCGCGTGCTCCCTCGAAGGTC 


3241 ^^™--* C 7 X ^ TATCT r rATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC CTCTGACTTGAGCGTC 

CCCCTTTGCGGACCATAGAAATATCAGGACAGCCCAAAGCGGTGGAGACTGAACTCGCAG 3 3 °° 

3301 ^ ttttt< * t ^ atg ctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcct 
CTAAAAACACTACGAGCAGTCCCCCCGCCTCGGATACCTTTTTGCGGTCGTTGCGCCGGA 3 3 6 ° 

40 3 3 61 -^-5^” CCTWCCTT r rGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCC 

AAAATGC CAAGGAC C GGAAAACGAC CGGAAAACGAGTGTACAAGAAAGGACGCAATAGGG 3 4 2 ° 

CTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCC 

GACTAAGACACCTATTGGCATAATGGCGGAAACTCACTCGACTATGGCGAGCGGCGTCGG 

,, _ gaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga 

3481 - - + -♦- —3523 

so CTTGCTGGCTCGCGTCGCTCAGTCACTCGCTCCTTCGCCTTCT 


Patentanspruche 

1. Verfahren 2 ur Herstellung von funktionellen Antikorpern. funktionellen Fragmenten von Antikorpern Oder 
Fusionsproteinen aus funktionellen Antikorperdomanen und anderen Proteinen dadurch gekennzeich- 
net. daG man die Gene fur die Schwere und leichte Kette an je eine Signalsequenz koppelt. die den 
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Transport der Polypepudketten durch die cytoplasmatische Membran emer Baktenenzefle bewirken und 
dann abgespalten werden. die Genstrukturen in emem Bakterium zur Expression brmgt uno oas 
funktionefle Protein aus dem periplasmatischen Raum Oder dem Medium, isoltert. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB das Bakterium ein Gram-negatives Bakterium 

ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dad das Bakterium E. coli ist. 

to 4. Verfahren nach Anspruch 1. 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet. daB man die Gene fur die beiden 
Prapeptide in der Form eines regutierbaren Operon-Systems koppelt. 

5- Verfahren nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. tiaG 
man zur Isotierung des funktionellen Proteins aus dem periptasmatischen Raum die abgetrennten 

ts Bakterien einem solchen osmotischen Schock aussetzt. daB das Periplasma austritt. das Cytoplasma 
aber intakt bleibt. die hierbei erhaltene flussige Phase durch Zentrifugieren anreichert und aus dtesem 
Konzentrat die gewunschten Proteme gewinnt. 

6 . Verfahren nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeicnnet. caG 

20 man die das funktionefle Protein enthaltende Losung auf em mit dem entsprechenden Antigen ooer 

Hapten befadenes Adsorbens gibt und die gewunschten Proteme durch Elution mit emer dieses Antigen 
Oder Hapten enthaitenden Losung eMert. 

Claims 

zs 

1. A process for the preparation of functional anti-bodies, functional fragments of antibodies or fusion 
proteins composed of functional antibody domains and other proteins, which comprises the genes for 
the heavy and light chain each being coupled to one signal sequence which brings about the transport 
of the polypeptide chains through the cytoplasmic membrane of a bacterial cell and is then eliminated. 

30 bringing about the expression of the gene structures in a bacterium, and isolating the functional protein 
from the periplasmic space or the medium. 

2. The process as claimed in claim i. wherein the bacterium is a Gram-negative bacterium. 

35 3. The process as claimed in claim 2. wherein the bacterium is E. coli. 

4. The process as claimed in claim i, 2 or 3. wherein the genes for the two prepeptides are couplec m 
the form of a regulatable operon system 

40 5. The process as claimed in one or more of the preceding claims, wherein, in order to isolate the 

functional protein from the periplasmic space, the bacteria which have been separated off are exposed 
to an osmotic shock such that the periplasm is ejected but the cytoplasm remains intact, the liquid 
phase obtained by this is enriched by centrifugation, and the desired proteins are obtained from this 
concentrate. 

45 

6. The process as claimed in one or more of the preceding claims, wherein the solution containing the 

functional protein is applied to an adsorbent loaded with the appropriate antigen or hapten, and the 

desired proteins are isolated by elution with a solution containing this antigen or hapten. 


so Revendications 

1. Proctdt pour preparer des anticorps fonctionnels. des fragments fonctionnels d'anticorps ou des 
prottines de fusion constitutes de domaines d’anticorps fonctionnels et d’autres proteines, caracterise 
en ce que I'on couple les genes codant pour la chalne lourde et la chaTne legere a chacune des 
55 sequences-signal. lesquelles provoquent le transport des chalnes polypeptidiques a travers la membra¬ 
ne cytoplasmatique d'une cellule bacterienne et sont ensuite separtes. on exprime les structures des 
gtnes dans une bacterie et on isoie la proteme fonctionnelle dans I’espace periplasmatique ou dans le 
milieu. 
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2. Procede selon la revendication i. caracterise en ce que la bactene est une bactene a gram negaM 

3. Procede selon la revendication 2. caracterise en ce que la bactene est E. coli. 

5 4. Procede selon la revendication 1. 2 ou 3. caracterise en ce que Ton couple les g§nes codant pour le$ 

deux pre-peptides sous la forme d'un systeme d'operon regulable. 

5. Procede selon une ou piusieurs des revendications pr^c^dentes. caracterise en ce que. pour isoler fa 

proteins fonctionnelle de respace periplasmatique. on expose les bacteries s^par^es & un cnoc 

vo osmotique tel que !e periplasme sort mais le cytopiasme reste intact, on enrichit la phase liquide ams* 
obtenue par centrifugation et on r£cup$re la proteine voulue h partir de ce concentre. 

6 . Procede selon une ou piusieurs des revendications precedentes. caracterise en ce que Ton verse ta 
solution contenant la proteine fonctionnelle sur un adsorbant charge avec I'antig^ne ou le hapt^ne 

»s correspondant. et on eiue la proteine voulue par etution avec une solution contenant Tun de ces 
antigene ou haptene. 
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